Вплив введення мелатоніну на стан глутатіонової системи і рівень гідроген сульфіду у крові щурів при алоксановому цукровому діабеті by Luhinich, N. M. & Gerush, I. V.
[51]
Ukraïns’kij bìofarmacevtičnij žurnal, No. 3 (60) 2019 ISSN 2311-715X (Print)ISSN 2519-8750 (Online)
УДК 577.171.5:616.379-008.64                        https://doi.org/10.24959/ubphj.19.231
Н. М. Лугініч, І. В. Геруш 
Вищий державний навчальний заклад України «Буковинський державний  
медичний університет»
Вплив введення мелатоніну на стан 
глутатіонової системи і рівень гідроген  
сульфіду у крові щурів при алоксановому 
цукровому діабеті
Актуальність. Гіперглікемія при цукровому діабеті (ЦД) призводить до розвитку ускладнень, пов’язаних з по-
силенням оксидативного стресу. Вплив мелатоніну на порушення антиоксидантного статусу при ЦД викликає 
великий інтерес за останні роки. 
Мета роботи – дослідити вплив введення мелатоніну на показники глутатіонової системи і рівень гідро-
ген сульфіду в крові щурів з алоксаніндукованим цукровим діабетом.
Матеріали та методи. ЦД був викликаний внутрішньоочеревинним введенням 5 % розчину моногідра-
ту алоксану в дозі 150 мг/кг білим щурам-самцям. Мелатонін вводили інтрагастрально в дозі 10 мг/кг маси 
тіла впродовж 7 та 14 днів. У гемолізаті еритроцитів крові визначали вміст відновленого глутатіону (GSH), 
активність глутатіон-S-трансферази (GST), глутатіонпероксидази (GPX), глутатіонредуктази (GR), глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази (G-6-PD), а в плазмі – активність GST, вміст SH-груп і гідроген сульфіду (H2S).
Результати та їх обговорення. У крові щурів при алоксаніндукованому ЦД спостерігалося підвищення ак-
тивності ферментів GST, GPX, GR і G-6-PD в еритроцитах крові при зниженні концентрації GSH. Поряд з цим було 
виявлено зниження рівнів SH-груп і H2S та активності GST у плазмі крові алоксандіабетичної групи. Результати 
показали, що як на 7 день, так і на 14 день експерименту мелатонін нормалізує показники глутатіонової сис-
теми крові у щурів з алоксаніндукованим ЦД. Також введення мелатоніну упродовж 7 днів алоксандіабетичній 
групі щурів нормалізувало рівні H2S та SH-груп плазми крові. На 14 день експерименту відбувалося підвищення 
рівня цих двох показників, але вони ще достовірно відрізнялися і від показників контрольної групи.
Висновки. Введення мелатоніну алоксандіабетичній групі сприяє нормалізації показників глутатіонової 
системи та рівня SH-груп і H2S, можливо, завдяки його антиоксидантним властивостям та здатності захищати 
від оксидативного стресу.
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Influence of melatonin introduction on the state of glutathione system and the level  
of hydrogen sulfide in blood of rats with alloxan induced diabetes mellitus 
Topicality. Hyperglycemia in diabetes mellitus (DM) leads to the growth of complications associated with increased 
oxidative stress. The effect of melatonin on antioxidant status in the case of diabetes mellitus is of great interest in recent 
years.
Aim. To study the effect of melatonin administration on glutathione system parameters and the level of hydrogen 
sulfide in blood of rats with aloxane-induced diabetes mellitus.
Materials and methods. Experiments were conducted on white, non-breeding, sexually mature male rats with a body 
weight of 0.15-0.18 kg white male rats. Diabetes mellitus was caused by intravaginal administration of a 5 % solution 
of alloxane monohydrate in a dose of 150 mg/kg. Melatonin was administered intragastrally at a dose of 10 mg/kg 
body weight for 7 and 14 days. In blood erythrocyte hemolysis, the content of reduced glutathione (GSH), glutathione-S-
transferase (GST), glutathione peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD) 
and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD) activity were determined and plasma activity GST, the content of SH-groups 
and hydrogen sulfide (H2S).
Results and discussion. In blood of rats at alloxane induced diabetes, an increase in the activity of enzymes GST, 
GPX, GR and G-6-PD in red blood cells was observed when the concentration of GSH decreased. Along with this, there was 
a decrease in the levels of SH-groups and H2S and GST activity in the blood plasma of the alloxan-diabetic group. The results 
showed that both on day 7 and day 14 of the experiment, melatonin normalizes the glutathione system of blood in rats 
with alloxane-induced diabetes. Also, the administration of melatonin for 7 days to the alloxane-diabetic group of rats 
normalized the levels of H2S and SH-groups of plasma. On the 14th day of the experiment there was an increase in the level 
of these two indicators, but they significantly differed from those of the control group.
Conclusions. Introduction of melatonin to the alloxane-diabetic group helps to normalize the studied parameters, 
possibly due to its antioxidant properties and the ability to protect against oxidative stress, which has a positive effect on 
the glutathione system and the level of SH-groups and H2S.
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Влияние введения мелатонина на состояние глутатионовой системы и уровень 
гидроген сульфида в крови крыс при аллоксановом сахарном диабете
Актуальность. Гипергликемия при сахарном диабете (СД) способствует развитию осложнений, связанных 
с усилением оксидативного стресса. Влияние мелатонина на нарушение антиоксидантного статуса при СД вы-
зывает большой интерес в последние годы.
Цель работы – исследовать влияние введения мелатонина на показатели глутатионовой системы и уро-
вень гидроген сульфида в крови крыс с аллоксан-индуцированным сахарным диабетом.
Материалы и методы. СД был вызван внутрибрюшинным введением 5 % раствора моногидрата аллок-
сана в дозе 150 мг/кг белым крысам-самцам. Мелатонин вводили интрагастрально в дозе 10 мг/кг массы тела 
в течение 7 и 14 дней. В гемолизате эритроцитов крови определяли содержание восстановленного глутатио-
на (GSH), активность глутатион-S-трансферазы (GST), глутатионпероксидазы (GPX), глутатионредуктазы (GR), 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (G-6-PD), а в плазме – активность GST, содержание SH-групп и водород суль-
фида (H2S).
Результаты и их обсуждение. В крови крыс при аллоксаниндуцированном СД наблюдалось повышение 
активности ферментов GST, GPX, GR и G-6-PD в эритроцитах крови при снижении концентрации GSH. Наряду с этим 
было выявлено снижение уровней SH-групп и H2S и активности GST в плазме крови аллоксандиабетической 
группы. Результаты показали, что как на 7 день, так и на 14 день эксперимента мелатонин нормализует пока-
затели глутатионовой системы крови у крыс с аллоксан-индуцированным СД. Также введение мелатонина в течение 
7 дней аллоксандиабетической группе крыс нормализовало уровень H2S и SH-групп плазмы крови. На 14 день 
эксперимента происходило повышение уровня этих двух показателей, но они еще достоверно отличались и от 
показателей контрольной группы.
Выводы. Введение мелатонина аллоксандиабетической группе животных способствует нормализации 
исследуемых показателей возможно благодаря его антиоксидантным свойствам и способности защищать от 
оксидативного стресса, а также он оказывает положительное влияние на показатели глутатионовой системы 
и уровня SH-групп и H2S.
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ВСТУП
Всесвітня епідемія ЦД на теперішній час вразила 
400 мільйонів осіб і очікується, що їх кількість зросте 
до 550 мільйонів у 2030 році. Цукровий діабет харак-
теризується гіперглікемією внаслідок хронічної та/
або відносної інсулінової недостатності [1]. Гіперглі-
кемія є основою патофізіології ЦД, що призводить до 
розвитку ускладнень, таких як діабетична невропа-
тія, ниркова недостатність, діабетичний кетоацидоз, 
судинні захворювання. Такі ускладнення пов’язані 
з посиленням оксидативного стресу при ЦД [2]. 
В організмі присутні ферментативні, а також нефер-
ментативні антиоксиданти для відновлення окисно- 
відновного гомеостазу [3]. Глутатіон є основним внут- 
рішньоклітинним антиоксидантом і відіграє ключову 
роль у зниженні ефектів оксидативного стресу [4]. 
На внутрішньоклітинну продукцію GSH впливає H2S, 
який є новим і важливим газотрансміттером. Роль 
H2S в якості фізіологічного медіатора активно вив- 
чається в різних тканинах і органах [5, 6]. 
Основними довгостроковими ускладненнями у па-
цієнтів з ЦД є судинні захворювання. Наприклад, під- 
вищена продукція активних форм кисню (ROS) і ак-
тивних форм азоту (RNS), індукована високими кон-
центраціями глюкози у стінках кровоносних судин, 
може спричиняти ендотеліальну дисфункцію під час 
ЦД [1]. Саме в ендотелії синтезується основна час-
тина ендогенного H2S.
Мелатонін є невід’ємною частиною підтримки 
гомеостазу в організмі. Він є циркулюючим гормоном, 
який в основному синтезується в епіфізі і є найбільш 
відомим як регулятор сезонних і циркадних ритмів, 
а його рівень високий упродовж ночі і низький упро-
довж дня. Повідомляється, що порушення циркадних 
ритмів може збільшити ризик метаболічних захворю-
вань, включаючи цукровий діабет і ожиріння. Важли-
вою особливістю мелатоніну є його здатність діяти 
як антиоксидант завдяки своїй хімічній структурі [7, 8].
Тому мета нашої роботи – дослідити вплив вве- 
дення мелатоніну на показники глутатіонової систе-
ми і рівень гідроген сульфіду в крові щурів з алоксан- 
індукованим цукровим діабетом (ЦД).
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Досліди проведені на білих безпородних статево- 
зрілих щурах-самцях з масою тіла 0,15-0,18 кг. Цукро-
вий діабет був викликаний внутрішньоочеревинним 
введенням 5 % розчину моногідрату алоксану (Sigma 
Chemicals Company) в дозі 150 мг/кг [9] після 24-го-
динного голодування. Через 72 год після ін’єкції моно-
гідрату алоксану вимірювали концентрацію глюко-
зи в крові натще за допомогою приладу Longevita 
(виробник «Network Selects LTD», Великобританія). 
Кров для дослідження відбирали з хвостової вени. 
Тварин з концентрацією глюкози в крові ≥ 15,2 ммоль/л 
у подальшому використовували в даному дослідженні. 
Мелатонін вводили інтрагастрально в дозі 10 мг/кг 
о 8,00 год щодня. Тварини були розділені на групи: 
контрольні тварини – група I; тварини з ЦД (7 днів) – 
група ІІ; тварини з ЦД, яким вводили мелатонін упро- 
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довж 7 днів – група ІІІ; тварини з ЦД (14 днів) – гру-
па IV; тварини з ЦД, яким вводили мелатонін упро-
довж 14 днів – група V. 
Кров у щурів отримували шляхом декапітації під 
легким ефірним наркозом з дотриманням вимог за-
гальних етичних принципів експериментів на твари-
нах, ухвалених на Першому національному конгресі 
України з біоетики (Київ, 2001), Європейської кон-
венції із захисту хребетних тварин, яких викорис-
товують з експериментальною та науковою метою 
(Страсбург, 1986). 
У крові рівень глюкози визначали глюкозоокси-
дазним методом з використанням стандартного ана-
літичного набору «Філісіт-Діагностика» (Україна). 
В гемолізаті еритроцитів крові визначали вміст GSH [10], 
активність GST (КФ 2.5.1.18) [11], GPX (КФ 1.11.1.9) 
[12, 13], GR (К.Ф.1.6.4.2) [14], G-6-PD (КФ 1.1.1.49) [15], 
а в плазмі – активність GST [11], вміст SH-груп [16] 
і H2S [17]. Варіаційно-статистичне опрацювання да-
них здійснювали з використанням програмного па-
кету для персональних комп’ютерів Microsoft Excel 
з використанням непараметричних методів варіацій-
ної статистики: розрахунок середніх значень (М), по-
хибки середніх значень (m), U-критерію Уїлкоксона. 
Вірогідною вважали різницю при р < 0,05. Для пере-
вірки лінійного зв’язку між показниками глутатіоно-
вої системи і концентрацією H2S були розраховані 
кореляції Спірмена.
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
У крові щурів із алоксановим ЦД на фоні високо-
го рівня глюкози нами було виявлено підвищення 
активності ферментів глутатіонової системи, а саме 
спостерігалось підвищення на 7 день активності GPX 
на 21 % та GST еритроцитів – на 110 %, а на 14 день 
експерименту GPX – на 26 % та GST еритроцитів – на 34 % 
у порівнянні з контрольною групою (таблиця). Вста-
новлене зниження рівня GSH на 7 день експеримен-
ту на 46 % і на 14 день експерименту – на 21 %, на 
нашу думку, пов’язано з його інтенсивним викорис-
танням GPx і GST, і навіть підвищення активності GR 
і G-6-PD на 7 день на 52 % та 44 % і на 14 день експе-
рименту на 26 % та 18 % відповідно при ЦД в порів-
нянні з контрольною групою недостатньою мірою 
компенсує його використання. 
Підвищення активності G-6-PD сприяє відновлен-
ню NADP, що є необхідною молекулою для функціо-
нування одного з ферментів антиоксидантної системи 
еритроцитів – глутатіонредуктази, яка відновлює глу-
татіон, який є важливим антиоксидантом еритроцитів. 
Активне функціонування антиоксидантної системи 
в еритроцитах необхідне у зв’язку з високою кон-
центрацією кисню в цих клітинах і утворенням біль-
шої кількості активних форм кисню, ніж в інших клі-
тинах організму [18]. В крові щурів із алоксановим 
цукровим діабетом виявлено зниження активності 
GST плазми на 7 і на 14 день експерименту на 32 % 
і 31 % відповідно в порівнянні з контрольною групою. 
На 7 день експерименту в крові алоксандіабетичної 
групи щурів спостерігалось зниження рівнів SH-груп 
на 38 % і H2S на 21 % та на 14 день експерименту на 
27 % і 34 % відповідно в порівнянні з контрольною 
групою, що, можливо, пов’язано з використанням цих 
сполук для синтезу GSH [19, 20].
При аналізі зв’язку між досліджуваними показ-
никами у крові щурів знайдені кореляції в діабетич-
ній групі на 7 день експерименту: GPx-GSH (R = -0,571), 
SH-групи-H2S (r = 0,5273). Виявлені кореляції пока-
зують зв’язок між показниками глутатіонової системи, 
а саме знайдена негативна кореляція між GPx-GSH, 
що певно пов’язано з використанням GSH як субстра-
ту GPx в реакціях нейтралізації гідроген пероксиду. 
Цікаво відзначити, що в алоксандіабетичній групі щу-
рів було виявлено позитивну кореляцію між SH-гру- 
пи-H2S, що доводить існування прямої залежності між 
рівнями SH-груп і H2S, де підвищення одного з цих 
показників призводить до підвищення іншого. 
Результати показали, що як на 7 день, так і на 
14 день експерименту мелатонін нормалізує показ-
ники глутатіонової системи крові у щурів з алоксан- 
Таблиця
ВПЛИВ МЕЛАТОНІНУ НА ПОКАЗНИКИ ГЛУТАТІОНОВОЇ СИСТЕМИ І РІВЕНЬ ГІДРОГЕН СУЛЬФІДУ  
У КРОВІ ЩУРІВ ЗА УМОВ АЛОКСАНІНДУКОВАНОГО ЦД (M ± m)
Групи 
Показники
Контроль
7 день 14 день
діабет мелатонін діабет мелатонін
GSH, мкмоль/мл 1,28 ± 0,07 0,69 ± 0,06** 1,19 ± 0,08# 1,01 ± 0,04* 1,21 ± 0,05##
GST еритроцити, нмоль/хв Ч мгHb  17,98 ± 1,89 37,91 ± 3,36* 24,25 ± 1,95#/* 24,03 ± 1,79** 18,6 ± 0,74#
GST плазма, нмоль/хв Ч мг білка  21,94 ± 1,04 14,9 ± 0,35* 17,05 ± 0,74##/* 15,34 ± 1,11* 20 ± 0,72#
GPx,  нмоль/хв Ч мгHb 154,86 ± 7,78 186,65 ± 13,22* 161,67 ± 5,65# 195,56 ± 8,39* 157,83 ± 13,45#
GR, нмоль/хв Ч мгHb 5,3 ± 0,25 8,07 ± 0,5* 6,17 ± 0,36# 6,67 ± 0,2* 5,61 ± 0,29#
G-6-PD, нмоль/хв Ч мгHb 3,43 ± 0,21 4,93 ± 0,29* 3,82 ± 0,28# 4,04 ± 0,21** 3,5 ± 0,14##
SH-групи, мкмоль/мл 1,77 ± 0,07 1,09 ± 0,05* 1,73 ± 0,14## 1,29 ± 0,11* 1,51 ± 0,06#/*
H2S, нмоль/мл 43,10 ± 2,15 34,02 ± 2,87** 41,74 ± 1,81# 28,32 ± 2,96* 37,25 ± 1,89##/*
Примітки: * – p < 0,05; ** p < 0,01 різниця вірогідна в порівнянні з контрольною групою; # – p < 0,05, ## – p < 0,01 різниця вірогідна  
в порівнянні з алоксандіабетичною групою. 
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індукованим ЦД. Введення мелатоніну на 7 день експе-
рименту сприяло підвищенню рівнів GSH на 72 % 
і активності GST плазми на 14 % та сприяло знижен-
ню активності GPX на 14 %, GR – на 24 %, G-6-PD – на 
23 % та GST еритроцитів – на 36 % у порівнянні з ало- 
ксандіабетичною групою. На 14 день експерименту при 
дії мелатоніну спостерігалось підвищення вмісту GSH 
на 20 % і активності GST плазми на 30 % та зниження 
активності GPX на 19 %, GR – на 16 %, G-6-PD – на 14 % 
та GST еритроцитів – на 23 %, в порівнянні з ало- 
ксандіабетичною групою. Також введення мелатоні-
ну упродовж 7 днів алоксандіабетичній групі щурів 
нормалізувало рівні H2S та SH-груп плазми крові, а саме 
введення мелатоніну на 7 день експерименту спри-
яло підвищенню рівнів SH-груп на 59 % і H2S на 58 % 
у порівнянні з алоксандіабетичною групою. На 14 день 
експерименту при дії мелатоніну також спостеріга-
лось підвищення вмісту SH-груп на 17 % і H2S на 25 % 
у порівнянні з алоксандіабетичною групою, але вони 
ще достовірно відрізнялися і від показників контроль-
ної групи. Введення мелатоніну алоксандіабетичній 
групі сприяє нормалізації досліджуваних показників, 
можливо, завдяки його антиоксидантним властивос- 
тям та здатності захищати від оксидативного стре-
су, що чинить позитивний вплив на показники глу-
татіонової системи та рівня SH-груп і H2S.  
У діабетичній групі при введенні мелатоніну знай- 
дені кореляції на 7 день експерименту: GPx-G-6-PD 
(r = 0,6813), GST-SH-групи (r = -0,571). Позитивну коре-
ляцію між GPx-G-6-PD можна пояснити підвищенням 
концентрації NADPH, який використовується в реак-
ціях відновлення глутатіону і який є кофактором 
у реакціях з GPx. Також негативна кореляція між 
GST-SH-групи пояснюється зв’язком цих двох показ-
ників через глутатіон, оскільки збільшені концентра-
ції SH-груп можуть сприяти підвищенню рівня GSH, 
який використовується як кофактор у реакціях з GST. 
Зв’язок між мелатоніном і порушенням антиокси-
дантного статусу при ЦД викликає великий інтерес 
в останні роки [8]. Мелатонін може впливати на ЦД 
і пов’язані з ним метаболічні порушення не тільки 
регулюванням секреції інсуліну, але також шляхом 
забезпечення захисту від активних форм кисню, оскіль-
ки панкреатичні β-клітини дуже чутливі до оксида- 
тивного стресу, тому що вони володіють лише низь-
кими антиоксидантними потужностями [7]. Застосу-
вання мелатоніну як потужного антиоксиданта може 
бути запропоноване для профілактики та поперед-
ження ускладнень при ЦД, пов’язаних з оксидатив-
ним стресом. Оскільки мелатонін забезпечує як на 
рівні in vivo, так і in vitro захист клітинних мембран, 
мітохондрій і ядра завдяки своїй здатності протидія-
ти вільнорадикальним процесам і антиоксидантним 
властивостям [8]. 
Мелатонін як прямо, так і опосередковано прояв-
ляє антиоксидантну активність. Прямий антиокси-
дантний ефект реалізується за рахунок безпосередньої 
інактивації вільних радикалів, зокрема гідроксиль-
них радикалів, які утворюються при життєдіяльності 
клітини. Непрямий ефект відбувається шляхом сти-
муляції синтезу антиоксидантних ферментів клітини, 
а також за рахунок збільшення загального рівня глу-
татіону [21]. GSH є найбільш важливим внутрішньо-
клітинним тіольним антиоксидантом та основним фак- 
тором, що визначає окисновідновний стан, і критич-
ним регулятором імунної функції, клітинного старін-
ня, апоптозу і життєво важливих окисно-відновних 
чутливих сигнальних шляхів. Адекватні рівні GSH 
мають важливе значення для здійснення детоксика-
ції ксенобіотиків та ендогенних токсинів, для біо-
синтезу багатьох важливих біомолекул, а також для 
захисту всіх клітин від оксидативного стресу [3, 22]. 
Цитопротекторна дія гідроген сульфіду здійсню-
ється через збільшення синтезу GSH і знешкоджен-
ня активних форм кисню. H2S посилює активність 
глутаматцистеїн лігази і активує цистин-глутамат-
ний антипортер, що діє як транспортер цистеїну, ко-
жен з яких збільшує внутрішньоклітинну концентра- 
цію цистеїну. Завдяки цим ефектам H2S підвищує про-
дукцію глутатіону. Через зв’язок H2S-цистеїн-GSH, H2S 
може функціонувати в якості попередника L-цистеїну 
і глутатіону [19, 20]. H2S має дуже різноманітний біо-
логічний профіль, який включає в себе потужний анти-
оксидантий потенціал, антиапоптичну, протизапаль-
ну, метаболічну, вазоактивну і цитопротекторну дію 
на клітини, потенційно може бути використаний для 
лікування ряду патологічних станів. Антиоксидантна 
дія H2S пов’язана з безпосередньою здатністю проти-
діяти активним формам кисню в поєднанні з впли-
вом на експресію і функціонування антиоксидантних 
ферментів [5].
ВИСНОВКИ
Результати нашої роботи показують, що у крові 
щурів при алоксаніндокованому ЦД спостерігалося 
зниження концентрації GSH, який інтенсивно вико-
ристовується GPx і GST, активність яких зростає при 
діабеті і навіть підвищення активності GR і G6-PD 
недостатньою мірою компенсує його використання. 
Поряд з цим було виявлено зниження рівнів SH-груп 
і H2S та активності GST у плазмі крові алоксандіабе-
тичної групи. Введення екзогенного мелатоніну чи-
нить позитивний вплив на показники глутатіонової 
системи, підвищує рівень SH-груп і H2S на 7 і на 14 день 
експерименту. Через зв’язок H2S-цистеїн-GSH гідро-
ген сульфід збільшує загальний рівень глутатіону, зав- 
дяки чому здійснюється цитопротекторна дія H2S.
Конфлікт інтересів: відсутній.
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